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論文内容の要旨
ラット肝化学発癌過程で生じる過形成結節や肝細胞癌において，胎盤型グルタチオントランスフエラーゼ (GST-P)
の発現が顕著に増大する。この現象は肝臓特異的であり，また，正常肝ではこの遺伝子は全く発現していないことか
ら， GST-P は優れた腫場マーカーのひとつとされている:腫虜マーカー遺伝子の癌化における活性化機構の解明は分
子生物学的な面から精力的になされている。 GST-P 遺伝子においても発現制御領域の解析により，遺伝子発現を正に
制御するエンハンサーと負に制御するサイレンサーの存在が明らかにされている。一方，正常状態における腫虜マー
カー遺伝子の発現抑制機構に関する報告は少ない。正常肝において GST-P の発現が完全に抑えられていることはエ
ンハンサーに作用する因子のみでは説明できなしユ。そこで，発現を負に制御するサイレンサーが注目された。このサ
イレンサーには複数のシスエレメントが存在し，少なくとも 3 種類の転写因子 (Silencer Factor-A , -B , -C: SF-A, 
-B, -C) が結合した。シスエレメント欠損実験や in vivo 競合実験により，これらのシスエレメントに結合する因子
が協調して最大の抑制効果が現れること，また， SF-A はこれらの領域の中で GST-Psilencer 4 (GPS4) に最も強く
結合するだけでなく，サイレンサー中の複数の部位に結合することが明らかにされている。そして， GST-P silencer 
1 (GPSl) に結合する因子 SF-B の cDNA はサウスウエスタン法により単離され，その塩基配列は転写因子 C/EBPβ
と一致することも明らかにされた。そこで，サイレンサーに作用する転写因子に関する検討を行うことにより，正常
肝における GST-P 遺伝子の不活性化機構をより詳細に明らかにすることを試みた。
GPSl に結合する C/EBPβ は C/EBP ファミリーのひとつである。 C/EBP ファミリータンパク質は発現部位や時期
が異なることから機能の違いが予想されている。負のエレメントに結合する因子として C/EBPβ を単離したにもかか
わらず， C/EBPβ は誘導型の活性化因子としての報告が多い。そこで， C/EBP ファミリーの機能の違いを認識配列か
ら検討した。最近，ランダムな配列を含むオリゴヌクレオチドから，転写因子が結合するオリゴヌクレオチドを回収
することによれ転写因子の認識配列のコンセンサスが求められている。そこで，この方法を用いることにより， C/ 
EBP ファミリーの認識配列を同定した。その結果， C/EBPιC/EBPβ， C/EBPð の結合コンセンサス配列は類似し
ており， 5'-ATTGC-3' をハーフサイトとするパリンドローム様の配列であることが示された。また， C/EBP ファミ
リーの結合性の傾向も類似しており， C/EBP 結合配列の機能にかかわらず，コンセンサス配列に近いほど高い結合性
を示すことが明らかとなった。
C/EBP ファミリータンパク質の認識配列は似ていることから， GPS1 には C/EBPβ 以外の他のメンバーも作用し，
サイレンサーは制御されていると予想される。 C/EBP ファミリーの中で， C/EBPα ， C/EBPβ， C/EBPô は発生，細
胞の分化の過程において発現量が変化することが報告されている。そこで，肝化学発癌過程における C/EBP ファミリ
ーの発現量の変化に注目し， GPS1 に結合する因子の変化と C/EBP ファミリーの GPS1 に対する作用を検討した。そ
の結果，正常肝に豊富に存在する C/EBPα は癌化に伴い減少するが， C/EBPβ の発現量に変化がないことが明らかと
なった。また，トランスブェクション実験により， C/EBPα は C/EBPβ による活性化を阻害する因子として働くこと
が示された。サイレンサー活性は， GPS1 に結合する C/EBPβ に対する C/EBPα の割合が重要な要因のひとつであ
り，肝化学発癌過程においてこの割合が減少することにより，サイレンサー活性が下がり， GST-P 遺伝子の活性化に
つながると予想された。
前述のように，このサイレンサーが最大の抑制活性を示すためには SF-A， SF-B, SF-C の相互作用が重要であると
考えられている。なかでも SF-A はサイレンサーの複数のシスエレメントの中で最も強く GPS4 に結合するだけでな
く，サイレンサーの複数の部位に結合するので， SF-A の解析はサイレンサーの機構を考えるにあたり非常に重要であ
る。そこで，ラット肝臓核抽出液より SF-A を精製し， cDNA クローニングを行い， SF-A の機能を解析した。精製の
結果， SF-A は NF1 ファミリータンパク質であることが明らかとなった。さらに，単離した NFI-A cDNA を用いた
トランスフェクション実験により， NFI-A の C末端領域は転写不活性化領域として機能することが示された。
GST-P 遺伝子のサイレンサーに作用する 3 種類の転写因子のうち， SF-A は NF1 ファミリー， SF-B は C/EBP フ
ァミリーであることが明らかとなった。そして，それぞれのファミリーのうちで正常肝に豊富に存在する NFI-A は直
接発現を抑える抑制因子として， C/EBPα は C/EBPβ による活性化を阻害する抑制因子としてサイレンサーに働く
ことにより，正常肝における GST-P 遺伝子の発現抑制に関与していると考えられた。肝化学発癌発生過程での GST
P の発現率がほとんど100%であることは肝細胞を腫虜化する原動力となる遺伝子と GST-P 遺伝子が何らかの共通
な機構で制御されている可能性を示唆する。これらの遺伝子が位置的には連鎖していないが，何かある制御因子を共
有している可能性が， トラスジェニックラットを用いた実験により示されている。癌化機構は非常に複雑であるが，
腫蕩マーカー遺伝子の正常状態における抑制機構を明らかにした本研究は，癌化機構を分子生物学的に理解するため
に役立つと考えられる。
論文審査の結果の要旨
ラット肝臓のグルタチオントランスブエラーゼ P(GST-P)遺伝子は化学発癌過程において顕著に発現するが，正常
肝では発現していなしユ。そこで，正常肝臓での発現抑制機構について，長田茂宏君は GST-P 遺伝子のサイレンサーに
作用する 3 種類の転写因子 (SF-A， SF-B, SF-C) に着目して検討した。先ず SF-A を精製し， NF-I ファミリーの，
SF-B は C/EBP ファミリーのタンパク質であり，これらの因子の認識配列や結合性，転写調節作用の類似性や相違点
を明らかにした。そして，それぞれのファミリーのうちで正常肝に豊富に存在する NF-IA と発癌により減少する C/
EBPα が転写抑制因子としてサイレンサーに作用することにより，正常肝臓の発現抑制に関与することを示した。
これらの研究は化学発癌機構について重要な知見を示したものであり，学術的に高く評価でき，博士(薬学)学位
論文として充分価値あるものと認められる。
